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Riassunto 
 
La 3-iodotironamina (T1AM), è un metabolita endogeno che s’ipotizza derivare dalla 
decarbossilazione e deiodinazione dell’ormone tiroideo tiroxina (T4). 
La somministrazione di T1AM esogeno porta ipotermia, riduzione della gittata e della 
frequenza cardiaca; è stata inoltre osservata una riduzione del quoziente respiratorio, 
dato dal rapporto tra CO2 prodotta e O2 consumato, indice dell’aumentata ossidazione di 
acidi grassi e quindi di uno spostamento dai carboidrati agli acidi grassi come sorgente 
metabolica preferenziale. 
La somministrazione di T1AM modula inoltre la secrezione di insulina, è stato infatti 
osservato che l’iniezione intraperitoneale di T1AM nei topi, genera un incremento del 
livello di glucosio nel sangue e diminuisce i livelli di insulina. 
L’osservazione in letteratura, che topi spontaneamente obesi trattati cronicamente con 
T1AM mostrassero, a livello del fegato, una variazione nell’espressione delle sirtuine e 
dell’enzima glucochinasi, ha portato a indagare più in dettaglio sulla variazione 
nell’espressione di tali proteine in un modello di fegato. 
Lo scopo di questa tesi è stato dunque quello di valutare tramite Western Blot, la 
variazione nell’espressione proteica delle sirtuine e della glucochinasi in cellule trattate 
con T1AM. 
Per effettuare questo studio sono state utilizzate due linee cellulari come modello di 
fegato, le HepG2 (carcinoma epatocellulare umano) ed epatociti primari di ratto ottenuti 
tramite perfusione con collagenasi.  
Tutti gli esperimenti sono stati poi ripetuti sulle stesse linee cellulari trattate però con 
T3, molecola strutturalmente simile alla 3-iodotironamina, derivante dalla tiroxina. 
Inizialmente sono stati svolti saggi di vitalità cellulare, mediante il test MTT, su cellule 
di entrambe le linee cellulari trattate con T3 o T1AM, così da avere una preliminare idea 
degli effetti di queste due molecole sulla cellula in toto. 
Nelle cellule trattate con T1AM è stata notata una diminuzione della vitalità cellulare, 
che risulta preferenziale nelle cellule tumorali piuttosto che negli epatociti primari, 
questo effetto richiederà però ulteriori indagini. 
Il trattamento delle HepG2 e degli epatociti primari con T3 non sembra invece avere lo 
stesso effetto indotto dalla T1AM e la vitalità cellulare rimane pressoché la invariata. 
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In entrambe le linee trattate con T1AM è stata osservata una sottoespressione della 
sirtuina 4, confermando risultati già precedentemente osservati  nel fegato di topi 
spontaneamente obesi  trattati cronicamente con T1AM.  
L’espressione proteica della glucochinasi non è invece risultata alterata in nessuna delle 
linee analizzate trattate con T3 o T1AM. 
Inoltre sono state osservate una diminuzione nell’espressione della sirtuina 1, comune a 
cellule HepG2 trattate con T1AM o T3, e una riduzione dell’espressione della sirtuina 2 
solo in presenza di T3 in entrambe le linee cellulari. 
Considerato che variazioni di espressione delle sirtuine 1 e 2  sono correlate alla 
tumorigenesi a livello epatico e in altri tessuti, una maggior comprensione del 
meccanismo regolatorio mediato dalla T1AM e dalla T3 potrebbe essere utile nella 
terapia antitumorale. 
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Abstract 
 
The 3-iodothyronamine (T1AM) is a endogenous metabolite that has been hypothesized 
to derive from decarboxylation and deiodination of thyroid hormone thyroxine (T4).  
The administration of exogenous T1AM leads to hypothermia, a decrease in heart rate 
and cardiac output;  it was also observed a reduction of the respiratory quotient,  given 
by the ratio between CO2  produced and O2 consumed, indicating an increase of fatty 
acid oxidation and a shift from carbohydrates to fatty acids as preferential metabolic 
source. 
The administration of T1AM also modulates the insulin secretion, whereas 
intraperitoneal injection of T1AM in mice generates an increase of the glucose levels in 
blood and decreases insulin levels.  
It’s known that spontaneously obese mice treated chronically with T1AM showed a 
variation in the expression of sirtuin and glucokinase in liver, leading  to investigate 
changes on expression of such proteins in liver.     
The purpose of this thesis was therefore to evaluate by Western-blot, changes in protein 
expression of sirtuin and glucokinase in cell lines treated with T1AM. 
To perform this study it has been used two cell lines as liver model, HepG2 (human 
hepatocellular carcinoma) and primary rat hepatocyte obtained with collagenase 
perfusion. 
All the experiments were then repeated with T3, a molecule structurally similar to 3-
iodothyronamine, derived from thyroxine. 
First we performed MTT test, on both cell lines treated with T3 or T1AM, with the aim 
to evaluate the effects of these molecules on cell viability. 
In cell treated with T1AM a decrease in cell viability was observed, that result 
preferentially in tumor cell line than in primary hepatocyte, however this effect will 
require further investigations. 
The treatment with T3 of HepG2 and primary hepatocyte did not show any significant 
change in cell viability. 
In both lines treated with T1AM there was a reduction of protein expression of sirtuin 4, 
confirming results previously observed in the liver of spontaneously obese mice 
chronically treated with T1AM .  
Protein expression of glucokinase was not altered in any of the analyzed lines treated 
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with T3 or T1AM. 
A decrease in the expression of the sirtuin 1 was observed, in HepG2 cells treated with 
T1AM or T3, whereas sirtuin2 was reduced only by T3 treatment in both cell lines. 
Changes in protein expression of sirtuin 1 and sirtuin 2 are  related to tumorigenesis in 
liver and in other tissues, a greater understanding of the regulatory mechanism mediated 
by T3 may be useful in cancer therapy. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5 
 
1. Introduzione 
 
l termine tironamine (TAM) indica una classe di composti endogeni strutturalmente e 
metabolicamente correlati agli ormoni tiroidei.  
Negli anni ’50 era noto che la tiroxina (T4) fosse la principale forma circolante di 
ormone tiroideo, ma si ipotizzava che venisse convertita in un’altra molecola prima 
di agire a livello dei tessuti periferici [1].   
Tomita e collaboratori sintetizzarono nuovi composti, analoghi della tiroxina, al fine di 
ottenere informazioni sulla natura della forma attiva dell’ormone e sui requisiti 
strutturali minimi necessari per l’attività.  
Tra le classi di composti oggetto di studio, le tironamine (diiodo-, triiodo- e 
tetraiodotironamina), fornirono risultati particolarmente interessanti, dove la 
triiodotironamina era in assoluto il composto più attivo.  
La ricerca era comunque focalizzata sull’individuazione dell’ormone tiroideo attivo e lo 
studio delle tironamine negli anni venne abbandonato. 
Nel 2004 questo filone di ricerca venne però ripreso dal gruppo di Thomas S. Scanlan in 
collaborazione con il Prof. Zucchi, portando alla sintesi di 9 iodotironamine (Figura 1), 
TxAM, dove la x indica il numero di atomi di iodio presenti nella molecola [2].  
Fu osservato utilizzando T1AM sintetico come standard in saggi di cromatografia 
liquida accoppiata a spettrometria di massa in tandem, che questo era un componente 
endogeno degli estratti di amine biogeniche provenienti dal cervello, dal fegato, dal 
cuore e dal sangue di roditore. 
A concentrazioni nanomolari T1AM può attivare recettori specifici, detti TAARs (trace 
amine-associated receptors). 
La somministrazione della T1AM esogena è stata associata a significativi effetti 
biologici, quali ipotermia, ridotta contrattilità cardiaca e modulazione della secrezione 
di insulina. 
 
I
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Figura 1: Struttura e nomenclatura delle tironamine sintetizzate da Scanlan e 
collaboratori [2].  
 
1.1 Struttura delle tironamine 
 
Le tironamine hanno struttura analoga a quella degli ormoni tiroidei (TH), dai quali 
differiscono per l’assenza del gruppo carbossilico dell’alanina (Figura 2). 
                                 
Figura 2: Confronto fra una tironamina (T1AM) e l’ormone tiroideo tiroxina (T4). 
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1.2 Biosintesi e catabolismo delle tironamine 
 
Vista la similitudine strutturale fra tironamine e gli ormoni tiroidei, dove le due classi 
differiscono per l’assenza del gruppo carbossilico dell’alanina, è stata ipotizzata una 
derivazione endogena delle tironamine dagli ormoni tiroidei. 
 
1.2.1 Tiroide e ormoni tiroidei  
 
Gli ormoni tiroidei sono prodotti dalla componente secretiva della tiroide, dove circa il 
90% del totale degli ormoni prodotti è costituito dalla tiroxina (T4), mentre il restante 
10% è costituito dalla tri-iodotironina (T3). 
La tiroide produce T4 in concentrazioni molto maggiori rispetto alla T3, quest’ultima è 
però considerata l’ormone metabolicamente attivo, e può essere a sua volta ottenuta 
dall’ormone T4 tramite deiodinazione. 
 
Tiroide 
 
La tiroide è una ghiandola endocrina impari, posizionata nella regione anteriore del 
collo e costituita da due lobi, uniti da uno stretto ponte, istmo, che le conferisce un 
aspetto a H o a farfalla. 
Le unità secretorie della tiroide sono i follicoli, che consistono in uno strato esterno di 
cellule epiteliali, dette cellule follicolari o tireociti (Figura 3). All'interno dei follicoli è 
presente del materiale amorfo, la colloide, composta principalmente da tireoglobulina, 
una glicoproteina iodata substrato per la sintesi degli ormoni tiroidei, e da un piccolo 
quantitativo di tireoalbumina iodata.  
Negli interstizi tra i follicoli o adiacenti esternamente alla parete follicolare, sono 
presenti le cosiddette cellule parafollicolari o cellule C. Queste producono la 
calcitonina, un ormone polipeptidico implicato nell'inibizione del riassorbimento del 
calcio osseo. 
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Figura 3: Struttura del follicolo tiroideo (Immagine da Martini, Timmons, 
Tallitsch –Anatomia Umana). 
 
Biosintesi degli ormoni tiroidei 
 
La sintesi degli ormoni tiroidei richiede la iodinazione dei residui tirosinici della 
tireoglobulina. 
La tireoglobulina (Tg) è una glicoproteina dimerica contenente oltre 100 residui di Tyr, 
sintetizzata  dalle cellule follicolari e poi secreta nel lume follicolare per esocitosi 
(Figura 4).  
Gli ioduri, derivanti dal torrente circolatorio, vengono concentrati nei tireociti grazie ad 
un trasporto attivo secondario mediato dal simporto NIS (Sodium Iodide Symporter) 
espresso sulla membrana basolaterale [3]. 
Il trasporto dello ioduro contro gradiente sfrutta il gradiente elettrochimico creato dalla 
pompa  Na+/K+ (trasportatore attivo primario). 
Il trasporto dello iodio all’interno dei follicoli è la prima fase del processo di sintesi e ne 
è anche il fattore limitante. 
La pendrina permette poi l’uscita degli ioduri attraverso la membrana apicale, nella 
colloide. 
La tireoperossidasi (TPO), un enzima situato sulla membrana apicale del tireocita, è 
implicato nell’ossidazione di I-  e  nella sua organicazione su residui di tireoglobulina a 
formare monoiodotirosina (MIT) se si lega solo un atomo di iodio, o la  
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diiodotirosina (DIT) se si legano due atomi di iodio sullo stesso residuo tirosinico. 
La monoiodotirosina e la diiodotirosina così formate reagiscono fra loro mediante una 
condensazione ossidativa con rilascio di un residuo di alanina in una reazione 
catalizzata dalla stessa TPO.  
Il T4 deriva dalla condensazione di due molecole di DIT, mentre la T3 dalla 
condensazione di una molecola di DIT ed una di MIT, in questo modo si sono formati 
gli ormoni tiroidei su dei supporti tireoglobulinici [3].  
Le cellule follicolari catturano i globuli della colloide tramite pinocitosi, e questi si 
fondono con i lisosomi presenti nelle cellule rilasciando T4, T3, DIT, e MIT nel 
citoplasma delle cellule follicolari.  
Dopo la loro liberazione dalla Tg, T4 e T3 raggiungono la circolazione sistemica, mentre 
DIT e MIT vengono deiodati dalla dealogenasi iodotirosinica (lo ioduro libero può 
essere nuovamente impiegato nella sintesi degli ormoni tiroidei) [3]. 
Nel torrente circolatorio viene immessa una quantità di T4 molto più alta rispetto a 
quella di T3. 
La produzione di T3 e T4 è regolata dall’ormone TSH (tireotropina) prodotto dall’ipofisi 
in seguito all’azione del TRH (fattore di liberazione della tireotropina) prodotto 
dall’ipotalamo.  
Quando il TSH si lega al suo recettore TSHR, induce la produzione di adenosina 
monofosfato ciclico (cAMP) che porta all’attivazione della proteina chinasi A (PKA), la 
quale a sua volta innesca la fosforilazione di una serie di proteine follicolari portando a: 
 Stimolazione dell'espressione del NIS (aumenta dunque l’uptake dello iodio), e 
dell’organicazione dello iodio [3]; 
 Promozione della sintesi della Tg; 
 Stimolazione della secrezione degli ormoni tiroidei. 
Inoltre il TSH induce un aumento delle dimensioni e del numero delle cellule follicolari 
tiroidee. Una stimolazione prolungata da parte del TSH comporta un aumento della 
vascolarizzazione ed un eventuale ipertrofia della ghiandola tiroidea (gozzo). 
La T3, generata localmente nell’ipofisi anteriore dalla T4 circolante, svolge un ruolo di 
feedback negativo sull’ipofisi per limitare la secrezione di TSH [4].  
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Figura 4: Sintesi e immissione in circolo degli ormoni tiroidei a livello di un 
tireocita (Immagine da Guyton and Hall- Textbook of Medical Physiology) 
 
Trasporto e metabolismo 
 
Gli ormoni tiroidei circolano legati in maniera reversibile a una delle seguenti proteine 
plasmatiche di trasporto: 
 TBG (thyroxine-binding globulin), ogni proteina lega una molecola di T4 o T3. 
Lega il 70% della T4 circolante e l'80% della T3 circolante. E’ una glicoproteina 
sintetizzata nel fegato costituita da una singola catena polipeptidica con un unico 
sito di legame per gli ormoni tiroidei. 
 Transtiretina (TTR), trasporta anche il retinolo. Lega l' 10% della T4 circolante e 
il 9% della T3 circolante. E’ un omotetramero, dove le 4 subunità si organizzano 
a formare un canale centrale che contiene due siti di legame per l’ormone. Di 
questi due siti ne viene utilizzato fisiologicamente soltanto uno, in quanto il 
legame dell’ormone ad un sito determina una riduzione dell’affinità per l’altro 
[6]. 
 Albumina, lega il 20% della T4 circolante e l' 11% della T3 circolante. 
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Il 90% della produzione ormonale tiroidea consta nel T4, questo però può essere 
considerato più come un “pro-ormone” piuttosto che un ormone vero e proprio. Esso, 
infatti è poco attivo, ma per poter essere utile al corpo umano deve essere convertito in 
T3 grazie all’azione di una deiodinasi che toglie al pro-ormone uno iodio e in questo 
modo lo attiva. 
Solo la T3 riesce a penetrare facilmente nelle cellule dei tessuti dove espleta le sue 
funzioni fisiologiche. 
La T4 viene convertita nei tessuti periferici mediante deiodinazione dell’anello fenolico 
esterno in T3, l’ormone biologicamente attivo, o mediante deiodinazione dell’anello 
tirosinico interno in rT3, che è considerata un metabolita inattivo della T4. 
Le deiodinasi contengono un residuo di selenocisteina nel sito attivo che ne aumenta la 
reattività catalitica. 
Esistono diverse tipologie di questo enzima [5]: 
 D1 (deiodinasi di tipo 1) è espressa soprattutto nel fegato, nel rene e nella 
tiroide. In particolare, è localizzata nel reticolo endoplasmatico delle cellule 
epatiche e nella membrana plasmatica delle cellule renali e di quelle tiroidee. E’ 
in grado di rimuovere un atomo di iodio sia dall’anello fenolico che dall’anello 
tirosinico ed è importante per la produzione periferica di T3 dalla T4. 
 D2 (deiodinasi tipo 2) è espressa soprattutto nel muscolo scheletrico e cardiaco, 
nel sistema nervoso centrale, nella cute, nell’ipofisi e nella tiroide. Questo 
enzima ha esclusivamente attività deiodinasica dell’anello esterno ed è quindi, 
importante per la produzione intracellulare della T3 in questi tessuti . 
 D3 (deiodinasi tipo 3) è presente nel cervello, nella pelle, nella placenta e in 
alcuni tessuti fetali. E’ in grado di rimuovere atomi di iodio solo dall’anello 
tirosinico e permette quindi la produzione della rT3 a partire dalla T4.  
Deiodinazioni successive producono poi ulteriori derivati (T2, T1, T0), che risultano 
inattivi. 
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Meccanismo d’azione 
 
Gli effetti degli ormoni tiroidei a livello genomico sono mediati da recettori nucleari che 
legano la T3 (TR). 
Questi recettori possiedono tutti due domini conservati di cui uno è deputato al legame 
al DNA ed è costituito da due zinc-fingers, mentre l’altro dominio è deputato 
all’interazione con l’ormone. 
Esistono due tipi di recettori nucleari degli ormoni tiroidei: i TRα e i TRβ.  
Il gene per la forma α, inoltre, codifica per un trascritto primario che in seguito a 
splicing alternativo genera due mRNA diversi tradotti nelle proteine α1 e α2, dove la 
seconda non è però in grado di legare l’ormone. 
Così come il gene per la forma β, che codifica per due differenti proteine recettoriali 
denominate β1e β2, in questo caso però la diversità è data dall’uso di due siti di inizio 
della traduzione differenti [5]. 
Le varie isoforme dei TR sono espresse differentemente nei vari tessuti e i livelli di 
espressione, sembrano essere influenzati da ormoni e da altri fattori di regolazione. 
Il complesso T3-recettore, formatosi dopo che T3 è entrato nella cellula e si è legato al 
suo recettore, regola l’attività di geni bersaglio interagendo con gli elementi responsivi 
all’ormone tiroideo (TRE) situati nelle sequenze regolatrici dei geni bersaglio di T3 [5]. 
 
Effetti degli ormoni tiroidei 
 
Gli ormoni tiroidei sono implicati nella termogenesi, stimolano il consumo di ossigeno, 
aumentano la contrattilità miocardica (effetto inotropo positivo), innalzano la frequenza 
cardiaca (effetto cronotropo positivo) [4].  
A livello metabolico hanno un effetto sulla sintesi proteica, in quanto aumentano 
l’espressione della RNA polimerasi I. 
Stimolano la lipogenesi, lipolisi, e a livello del metabolismo glucidico aumentano la 
glicogenolisi e la gluconeogenesi. 
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1.2.2 Biosintesi delle tironamine 
 
La via biosintetica delle tironamine è ancora molto elusiva e controversa.  
Le tironamine esibiscono grande similarità di struttura con gli ormoni tiroidei, 
differiscono però da questi per l’assenza del gruppo carbossilico dell’alanina. 
Si ritiene comunemente che la decarbossilazione degli ormoni tiroidei avvenga dopo la 
rimozione del gruppo amminico, rimosso da una aminotransferasi o da un’aminossidasi, 
producendo quindi derivati dell’acido tiropiruvico o dell’acido tiroacetico [7]. 
Ciononostante non è possibile escludere che la decarbossilazione avvenga prima della 
deaminazione, producendo così tironamine. 
L’enzima candidato in questa reazione di decarbossilazione è la decarbossilasi degli 
amminoacidi aromatici AADC, che catalizza la conversione della  
L-3,4-diidrossifenilalanina (L-DOPA) a dopamina o del 5-idrossitriptofano a 
serotonina, due substrati con struttura simile all’ormone tiroideo [7], [8]. 
L’ultimo passaggio della biosintesi delle tironamine è la rimozione di uno o più atomi di 
iodio, catalizzata dalle deiodinasi  che giocano un ruolo chiave nella conversione del T4 
nella sua forma attiva [9], [10]. 
Infatti è stato riscontrato che anche le tironamine costituiscono substrati per questi 
enzimi, con un rapporto di Vmax/Km paragonabile a quello caratteristico della reazione di 
deiodinazione della tiroxina [11]. 
Mentre T4 è trasformata in T3 tramite D1 e D2 e in rT3 tramite D3 [12], la T4AM non è 
substrato per la D1 e la D2 e quindi non può essere deiodinata a T3AM, risulta però 
essere un buon substrato per la D3 portando così alla formazione di rT3AM, su cui 
possono agire le deiodinasi D1 e D2 fino a dare la T1AM, delineando così una possibile 
via di biosintesi per la 3-iodotironamina endogena [11] (Figura 5).  
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Figura 5: ipotetica via di biosintesi endogena della T1AM. 
 
Il percorso biosintetico appena visto è supportato da alcuni esperimenti effettuati in 
vitro, ma ad oggi purtroppo non esistono prove dirette in vivo che la T1AM sia un 
metabolita della T4.   
 
1.2.3 Metabolismo della T1AM 
 
Le tironamine possono essere substrato delle sulfotransferasi (SULT), enzimi in grado 
di catalizzare la solfatazione di diversi composti endogeni, tra cui i neurotrasmettitori 
monoamminici, come la dopamina, e gli ormoni tiroidei [13].  
L’azione delle sulfotransferasi potrebbe essere un meccanismo di deattivazione, così da 
regolare gli effetti fisiologici delle tironamine endogene. 
E’ stato osservato che le sulfotransferasi SULT1A2, SULT1A3, e SULT1E1 mostrano 
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maggiore attività nei confronti della T1AM rispetto a tutte le altre iodotironine [13]. 
I ricercatori hanno inoltre notato che la somministrazione della T1AM al tessuto 
cardiaco e cerebrale provoca l’attivazione della via di solfatazione. 
Considerato che questi tessuti sono noti essere sia nell’uomo, che nel topo e nel ratto, 
bersaglio dell’azione della T1AM [14], questo permette di rafforzare l’ipotesi di 
deattivazione portando a un’attenuazione degli effetti indotti da T1AM. 
Si possono ipotizzare anche altre vie di inattivazione della T1AM, come l’ossidazione 
del gruppo amminico da parte di aminossidasi, in particolare dalle monoamminoossidasi 
(MAO)  o da un’ossidasi sensibile alla semicarbazide, la benzilaminossidasi (Bz-
SSAO). 
Questa ipotesi è stata suggerita dall’osservazione da parte di Wood e collaboratori che, 
in colture cellulari di HepG2 ed omogenati di tessuto tiroideo umano, T1AM veniva 
convertito in acido 3-iodotiroacetico [15]. 
La conversione della T1AM nel corrispettivo acido tiroacetico iodinato potrebbe 
rappresentare un meccanismo di deattivazione, simile alla solfatazione. 
 
1.3 Recettori delle tironamine 
 
Data la similarità strutturale delle tironamine con gli ormoni tiroidei si poteva ipotizzare 
che queste interagissero con i recettori nucleari degli ormoni tiroidei, ma tale legame è 
stato escluso con esperimenti specifici [2]. 
Meyer e Hesch proposero che le tironamine si potessero legare a recettori di membrana 
accoppiati a proteine G, dopo aver osservato l’influenza di alcune iodotironamine sul 
legame del [3H]-diidroalprenololo, uno specifico ligando dei recettori  
β-adrenergici [16].  
La T3AM spiazza il diidroalprenololo con una Ki dell’ordine di 5 µM, mentre  
3,5-T2AM e T0AM mostrano una bassa affinità per questo recettore. Il legame di queste 
iodotironamine ai recettori β- adrenergici non attiva però la via di trasduzione del 
segnale basata su cAMP, ma previene invece la produzione di questo messaggero 
secondario indotta dal [3H]-diidroalprenololo.  
Gli effetti funzionali di queste interazioni sono dubbi, in quanto in cellule HEK293, che 
esprimono stabilmente o i recettori dopaminici D1 (D1R) o i recettori β2-adrenergici 
(β2AR), non è stato prodotto alcun cambiamento nella concentrazione di cAMP da 
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T0AM o T1AM usate a concentrazioni superiori a 10 µM [2]. 
Scoperta fondamentale nell’ambito è stata la dimostrazione che T1AM è in grado di 
interagire con un recettore appartenente ad una nuova classe di recettori accoppiati a 
proteine G, TAAR1 (trace amine-associated receptor-1) con affinità nanomolare [17]. 
In cellule eterologhe l’espressione di TAAR1 induce la produzione di cAMP dopo 
esposizione prolungata a p-tiramina e ß-feniletilamina e non invece alle classiche 
ammine biogeniche (come dopamina, noradrenalina, adrenalina, serotonina ed istamina) 
[17]. La p-tiramina e la ß-feniletilamina sono presenti in bassissime concentrazioni nelle 
cellule dei vertebrati ed appartengono ad una classe di composti detti “trace amines”, 
da qui il nome del recettore “trace amine receptor”. 
Il genoma di ratto, topo, scimpanzé ed uomo include diversi geni per TAAR che 
codificano per proteine caratterizzate da un motivo comune 
(NSXXNPXX[YH]XXX[YF]XWF), utilizzato per la discriminazione dei membri di 
questa nuova famiglia di recettori. 
Poiché una chiara risposta alle trace amine è stata dimostrata solo per due recettori, il 
nome è stato modificato in “trace amine-associated receptors”(TAARs) . 
Nel genoma sia umano che dello scimpanzé sono presenti 9 geni codificanti per TAARs 
(TAAR1 -TAAR9) [18], anche se alcuni di questi sono pseudogeni, cioè geni che non 
contengono un quadro di lettura valido, in seguito probabilmente a mutazioni 
verificatesi nel corso del processo evolutivo (3 per gli uomini e 6 per gli scimpanzé) 
[18].  
Nel genoma di ratto e di topo sono stati identificati geni paraloghi, varianti dei 9 
sottotipi di base, che portano a un totale di 19 e 16 recettori rispettivamente (Tabella 1).  
Il genoma degli invertebrati non risulta contenere sequenze codificanti per recettori 
TAAR ed è stato per cui ipotizzato che gli effetti delle trace amine siano mediati da 
recettori simili a quelli per la serotonina [20] 
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Tabella 1: recettori TAARs nel genoma umano, di scimpanzé, di ratto e di topo. 
Fra parentesi  sono indicati gli pseudogeni [19]. 
 
E’ stata proprio la similarità strutturale tra iodotironamine e trace amines a suggerire lo 
studio di una eventuale attivazione del TAAR1 da parte di alcune TxAM. 
Per dimostrarlo hanno studiato la risposta di cellule HEK293 esprimenti TAAR1 di 
ratto, trattate con diverse iodotironamine ed è stato osservato un aumento della 
concentrazione di cAMP, dove T1AM è stata la iodotironamina che ha mostrato attività 
maggiore (EC50= 14nM) seguita da T2AM (EC50= 41nM), T3AM (EC50= 56nM) e 
T0AM (EC50= 131nM).  
Esperimenti ripetuti condotti con il TAAR1 di topo hanno prodotto risultati simili, 
anche se la risposta è stata ottenuta a concentrazioni maggiori della T1AM  
(EC50= 112nM) e T2AM (EC50= 371nM), mentre T3AM e T4AM sono risultate 
inefficaci [2]. 
Questa non è altro che la prova indiretta dell’avvenuto legame della iodiotironamina in 
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questione con il recettore TAAR1. 
In letteratura sono presenti molti dati relativi al legame tra T1AM e TAAR1, non è 
invece lo stesso per altri TAAR a causa della difficoltà nell’ottenere una loro 
espressione stabile in modelli cellulari eterologhi. 
 
1.4 Trasporto intracellulare 
 
E’ stata dimostrata l’esistenza di un trasporto intracellulare per T1AM che coinvolge un 
meccanismo di trasporto specifico e saturabile. 
Questo meccanismo è dipendente dal pH, specifico per le tironamine e non coinvolge 
trasportatori per altre monoammine, per cationi/anioni organici o ormoni tiroidei. 
Per caratterizzare l’uptake della T1AM sono state analizzate diverse linee cellulari, dove 
quest’ultime sono state incubate sia con 125I-T1AM radiomarcato, che in co-presenza del 
composto marcato con un eccesso della T1AM non marcata [21].  
L’inibizione dell’uptake da parte della T1AM non marcata suggerisce l’esistenza di un 
trasporto specifico. 
Variando la concentrazione della T1AM non marcata abbiamo un’inibizione  
dose-dipendente dell’uptake della molecola radiomarcata con un valore di IC50 pari a 
7.7µM in cellule HeLa. 
Questo dimostra che l’entrata a livello intracellulare della T1AM probabilmente 
coinvolge meccanismi di trasporto di tipo facilitato. 
Per proseguire l’indagine sono stati studiati anche gli effetti delle altre tironamine 
sull’uptake della T1AM e, ad eccezione di T4AM, si ha una diminuzione dose-
dipendente dell’uptake del radiomarcato in presenza di altre iodotironamine. 
Fra queste, la 3,3'-T2AM sembra ridurre l’uptake della T1AM radiomarcata in misura 
comparabile alla T1AM non marcata. 
Era poi necessario determinare se l’uptake fosse dipendente da ioni di sodio e cloruro, 
sono stati dunque svolti esperimenti con tamponi privi di questi ed è stato osservato che 
i livelli di uptake sono rimasti praticamente invariati, mostrando che il trasporto è 
sodio/cloruro indipendente. 
È stato poi indagato l’effetto del pH notando che si ha un netto aumento dell’uptake di 
125I-T1AM all’aumento del pH del tampone.  
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Per identificare i trasportatori di membrana responsabili dell’entrata della T1AM sono 
stati effettuati esperimenti di competizione. L’uptake della T1AM non è inibito da 
presenza di monoammine neurotrasmettitrici come la dopamina, la serotonina, la 
norepinefrina o di ormoni tiroidei (nello specifico di T3), suggerendo che la T1AM non 
sia captata all’interno della cellula attraverso lo stesso meccanismo di questi composti. 
Ulteriori esperimenti per l’identificazione di questi trasportatori sono stati realizzati 
aggiungendo inibitori della classe di trasportatori cationici/anionici organici 
(OCTs/OATs) e della classe di trasportatori nucleosidici (ENTs: che include il PMAT o 
ENT4), ma anche questi hanno dato esiti negativi. 
Sono stati infine effettuati esperimenti di RNA interference in cellule HeLa per 
l’identificazione di trasportatori potenzialmente candidati per l’entrata della T1AM, 
utilizzando un totale di 1209 siRNA (3 diversi siRNA per target) contro 403 
trasportatori di membrana. 
Fra tutti i trasportatori di membrana, solo 8 sono risultati validi perché espressi nelle 
cellule HeLa e presenti a livello della membrana. Includono carriers di natura diversa:  
trasportatori ionici organici, un trasportatore di monocarbossilati, un trasportatore di 
nucleosidi, un trasportatore di composti amminoacidici e un trasportatore per il rame. 
E’ possibile che questi trasportatori partecipino in maniera congiunta alla regolazione 
della concentrazione intracellulare della T1AM [21]. 
 
1.5 Concentrazioni endogene della T1AM 
 
I primi studi relativi alle concentrazioni endogene della T1AM risalgono al 2004, 
momento in cui ne fu dimostrata la presenza nel cervello di ratto utilizzando la 
cromatografia liquida accoppiata alla spettrometria di massa (LC/MS/MS) [2]. 
Gli studi per la sua rilevazione endogena sono continuati ed è stata rivelata la sua 
presenza: 
 Nel tessuto cardiaco [22], nel siero e in numerosi organi di ratto (cuore, fegato, 
muscolo scheletrico, cervello, stomaco, polmone e rene) [14]; 
 Nel sangue umano [14], [24], [25]; 
 Nel fegato di topo [26]. 
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La possibilità di determinare le concentrazioni della molecola endogena si basa sul 
confronto con il corrispondente composto sintetico contenente quattro atomi di deuterio 
sulla catena laterale etilamminica, che viene usato come standard interno a 
concentrazione nota. 
Per quanto riguarda le concentrazioni endogene di T1AM, nel cervello di ratto ha valori 
dell’ordine delle sub-picomoli per grammo [2]. Nello stesso modello animale, a livello 
del cuore è stata invece riscontrata una concentrazione di circa 68pmol/g [22].  
E’ stata osservata una discrepanza nei livelli sierici di T1AM utilizzando metodi 
bioanalitici differenti.  
Con un approccio di tipo LC/MS/MS, Saba e collaboratori, hanno riportato delle 
concentrazioni  sieriche dell’ordine dello 0,3nM [14], in contrasto con quanto osservato 
da Hoefig e colleghi, che hanno misurato concentrazioni  sieriche di T1AM pari a 66nM 
utilizzando tecniche immunologiche [24]. 
 
1.6  Trasporto della T1AM a livello del circolo ematico 
 
Nel 2012 Scanlan e collaboratori hanno dimostrato che la T1AM, così come gli ormoni 
tiroidei T4 e T3, si trova nel circolo ematico legata in larga parte a proteine [27].  
La T1AM sembra legarsi principalmente a una singola proteina presente nel siero 
umano identificata come apolipoproteina B-100 (apoB-100) componente di diverse 
particelle lipoproteiche a bassa densità.  
Per isolare l’ipotetica proteina di legame della T1AM nel siero è stata sfruttata la 
cromatografia per affinità, che ha implicato la costruzione di sfere di Sefarosio legate 
chimicamente alla tironamina. 
Il legame è risultato essere ad alta affinità (Kd=17nM) e tramite saggi di competizione è 
stato dimostrato che il sito di legame sull’apoB-100 è altamente selettivo per la T1AM.  
Scanlan e collaboratori hanno inoltre osservato un aumento dell’uptake della T1AM 
tramite somministrazione di particelle lipoproteiche contenti apoB-100. 
L’ApoB-100 è risultata dunque essere un vettore per la circolazione della T1AM che 
potrebbe permettere un nuovo meccanismo di entrata della tironamina nelle cellule. 
La scoperta di questo legame potrebbe spiegare la discrepanza tra i livelli della T1AM 
ematica misurati utilizzando due tipi diversi di approccio.  
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Nella LC/MS/MS è necessaria una fase preliminare di purificazione dei campioni, 
mentre il saggio immunologico è diretto e di conseguenza è possibile che lo step di 
purificazione non sia in grado di liberare la T1AM legata all’apoB-100 e che quindi, con 
la prima metodica sia possibile quantificare solamente la T1AM circolante nella sua 
forma libera [27]. 
 
1.7 Effetti della T1AM 
 
Le tironamine, ed in particolare la T1AM, producono diversi effetti funzionali fra cui: 
 Effetti cardiaci; 
 Riduzione della temperatura corporea; 
 Effetti sul sistema nervoso, quali l’inibizione del riassorbimento delle 
catecolamine a livello neurale e un effetto neuroprotettivo; 
 Effetti endocrini, quali la modulazione della secrezione di insulina; 
 Effetti metabolici, quali l’aumento del metabolismo dei lipidi a spese di quello 
dei carboidrati.  
 
1.7.1 Effetti sulla temperatura corporea 
 
La prima osservazione sperimentale degli effetti della T1AM fu la profonda ipotermia 
indotta nel topo entro 30 minuti dalla somministrazione intraperitoneale della  
molecola (20-50mg/kg). 
Tale effetto perdura per 6-10 ore e si ha un abbassamento della temperatura corporea di 
circa 8°C, durante questo periodo i topi diventano inattivi, ma i riflessi vengono 
conservati e non si osservano risposte omeostatiche compensatorie quali il brivido e la 
piloerezione [2]. 
La T0AM produce effetti simili anche se mostra un decimo dell’efficacia rispetto alla 
T1AM. 
Le dosi di T1AM e T0AM richieste per ottenere un effetto pari al 50% della 
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stimolazione massima sono rispettivamente 59μmol/kg e 178μmol/kg.  
Quindi la loro potenza relativa è simile a quella mostrata nell’attivazione del TAAR1. 
 
1.7.2 Effetti metabolici 
 
L’effetto sul metabolismo è stato suggerito dal fatto che, in alcuni mammiferi di piccola 
taglia, l’ipotermia può essere associata ad un rallentamento del metabolismo che si 
traduce in uno stato noto come torpore [23].  
Sia nel topo che nel criceto, la T1AM produce, entro alcuni minuti a una riduzione del 
quoziente respiratorio (rapporto tra CO2 prodotta e O2 consumato) rispetto ai valori di 
normalità. 
Una diminuzione del quoziente respiratorio, è indice di una aumentata ossidazione degli 
acidi grassi (che comporta un quoziente respiratorio di circa 0.7), rispetto a quella del 
glucosio (che comporta un quoziente respiratorio di circa 0.9). 
Quindi la T1AM produce uno spostamento dai carboidrati agli acidi grassi come 
sorgente metabolica preferenziale.  
In linea con queste osservazioni, il trattamento dei due modelli animali con T1AM 
provocava chetonuria (con un picco di chetoni nelle urine intorno alle 16 ore 
dall’iniezione di T1AM ) e una significativa perdita di massa grassa. 
Gli effetti metabolici sono più prolungati rispetto agli effetti ipotermici visto che il 
quoziente respiratorio risulta ancora soppresso dopo 24 ore. 
 
1.7.3 Effetti endocrini 
 
Regard e collaboratori nel 2007 hanno osservato che la T1AM è in grado di modulare la 
secrezione di insulina [28]. 
L’iniezione intraperitoneale di T1AM (50mg/kg) in topi porta ad un incremento del 
livello di glucosio nel sangue e diminuisce i livelli di insulina.  
Questa azione è stata attribuita alla stimolazione di recettori adrenergici α2A accoppiati 
a proteine G, visto che: 
 E’ inibita dalla yohimbina (antagonista di questi recettori)  
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 E’ assente in topi transgenici che presentano una delezione dei recettori α2A  
Al contrario in linee cellulari di insulinoma sovraesprimenti il gene del TAAR1, il 
trattamento con T1AM aumenta la secrezione di insulina.  
Questi risultati hanno portato alla conclusione che la T1AM da un lato stimola la 
secrezione d’insulina via TAAR1, dall’atro ne inibisce la secrezione via recettori α2A.  
Nel 1984 fu osservato un altro effetto endocrino esercitato dalle tironamine, in 
particolare gli autori notarono che T3AM è in grado di inibire la secrezione di prolattina 
nelle colture di cellule pituitarie [29]. L’effetto a quel tempo fu attribuito ad una 
interferenza con il sistema adrenergico, ma non furono testate altre iodotironamine e la 
loro possibile interazione con i TAARs, la cui espressione nella ghiandola pituitaria è 
nota. 
 
1.7.4 Effetti sul sistema nervoso 
 
E’ stata osservata anche una funzione neuroprotettiva effettuata dalla T1AM la cui 
somministrazione potrebbe indurre neuroprotezione contro una successiva ischemia. 
Un’iniezione intraperitoneale di T1AM e T0AM (50mg/kg) in un modello murino per 
l’infarto cerebrale dopo un’ora dall’occlusione, è associata alla significativa riduzione 
dell’area infartuata [30]. 
La somministrazione del solo T1AM permette comunque di ottenere questo effetto, 
tuttavia è necessario effettuare una somministrazione preventiva 2 giorni prima 
dell’esperimento. 
Questo effetto neuroprotettivo è strettamente legato all’effetto ipotermico indotto da 
T1AM, infatti scompare se la temperatura corporea viene mantenuta costante. 
L’effetto neuroprotettivo di modesti livelli di ipotermia è noto [31], anche se non sono 
ben chiari i meccanismi che ne stanno alla base. 
T1AM è inoltre in grado d’inibire i trasportatori di dopamina e noradrenalina, 
impedendo così il riassorbimento neurale di tali neurotrasmettitori, riconoscendo a 
questa tironamina anche un ruolo di neuromodulatore. 
Questo effetto fu ipotizzato in quanto la T1AM è una molecola strutturalmente simile ai 
neurotrasmettitori monoamminici ed era quindi possibile un’interazione con i loro 
trasportatori [32].  
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Nel 2007 Snead e collaboratori, dimostrarono che la T1AM è in grado di inibire il 
trasporto delle monoammine, sia a livello vescicolare sia attraverso la membrana 
plasmatica [33].  
LaT1AM è un inibitore non competitivo sia dei trasportatori di membrana della 
noradrenalina e della dopamina, che dei trasportatori vescicolari delle monoammine.  
Questa inibizione è specifica per le catecolamine, in quanto non è stata osservata alcuna 
attività inibitoria sui trasportatori della serotonina [33]. 
 
1.7.5 Effetti cardiaci 
 
L’iniezione intraperitoneale di T1AM somministrata a topi, oltre all’ipotermia, 
determina anche l’insorgenza di una bradicardia reversibile [2]. 
Nel 2007 Chiellini e collaboratori, tramite esperimenti su cuore di ratto isolato e perfuso 
con la tecnica del cuore lavorante, hanno osservato che l’aggiunta di T1AM, o T0AM, al 
tampone di perfusione produce entro 30 secondi una diminuzione dose-dipendente di: 
 Gittata cardiaca; 
 Flusso aortico; 
 Pressione; 
 Frequenza cardiaca. 
Il flusso coronarico rimane invece invariato [22].  
L’effetto pemane per almeno 50 minuti ed è reversibile, in quanto è possibile tornare 
alla situazione di partenza cambiando il mezzo di perfusione.  
Il fatto che gli effetti compaiano entro 30 secondi e che siano reversibili è in accordo 
con un meccanismo d’azione non trascrizionale, ma mediato dalla trasduzione del 
segnale a seguito stimolazione recettoriale. 
T1AM ha sul cuore effetti inotropi e cronotropi negativi (riduzione della contrattilità e 
della frequenza cardiaca), effetti opposti a quelli prodotti dagli ormoni tiroidei. 
Considerato che in cellule HEK293 esprimenti TAAR1 di ratto, la somministrazione di 
T1AM produce un aumento del cAMP [2], Chiellini e collaboratori sono andati a 
valutare i possibili cambiamenti nei livelli di questo secondo messaggero a seguito della 
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stimolazione con T1AM nel cuore [22]. 
Ma in preparati di cuore isolato di ratto non è stato rivelato un cambiamento nei livelli 
di cAMP in risposta a T1AM e la risposta funzionale alla T1AM non è influenzata dalla 
tossina della pertosse, escludendo il coinvolgimento delle proteine Gs e Gi. 
Inibitori della proteina chinasi C, della proteina chinasi calcio-calmodulina dipendente, 
delle MAP chinasi, e della fosfatidilinositolo-3-chinasi sono inefficaci. 
Al contrario i cambiamenti emodinamici sono estremamente potenziati dalla genisteina, 
un inibitore delle tirosina chinasi, ed attenuati dal vanadato, un inibitore delle tirosina 
fosfatasi.  
Sulla base di queste osservazioni è stato ipotizzato che la T1AM vada a modulare lo 
stato di fosforilazione di residui di tirosina, ed esperimenti  Western Blot utilizzando 
anticorpi antifosfotirosina hanno confermato la defosforilazione di alcune proteine nelle 
frazioni microsomiali e citosoliche [22], tuttavia, l’identità di queste proteine resta 
tutt’ora sconosciuta. 
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2. Sirtuine 
 
n Saccharomyces cerevisiae fu identificato il gene Sir2 (Silent information  
regulator 2), originariamente descritto come regolatore del silenziamento 
trascrizionale dei loci relativi al mating-type, dei telomeri e del DNA ribosomiale. 
Importante fu la scoperta che le sirtuine avevano anche un’attività deacetilasica NAD+ 
dipendente [34], inserendosi così in un meccanismo di segnalazione definito NAD 
signaling.  
Le sirtuine tramite la loro attività deacetilasica possono avere come target gli istoni, 
risultando così implicate anche nella regolazione dell’espressione genica. 
Nei mammiferi sono presenti sette sirtuine SIRT1-SIRT7 (Tabella 2) che condividono 
alcuni domini conservati (un sito di legame centrale per NAD+ e il dominio catalitico 
detto sirtuin core domain) mentre le regioni N e C terminali possono essere molto 
diverse, donando così alle diverse sirtuine una divergenza nella localizzazione, funzione 
biologica e nell’interazione con partner molecolari. 
 
Tabella 2: Elenco delle sirtuine presenti nei mammiferi e loro localizzazione 
intracellulare [35]. 
I
 
27 
 
La localizzazione cellulare di queste proteine è molto differenziata e dipende dal tipo 
cellulare, dallo stato di stress e dagli interattori molecolari. 
La SIRT1 si può ritrovare sia nel nucleo che nel citoplasma e interagisce sia con 
proteine nucleari che citosoliche [37]. 
Oltre ad avere due segnali di localizzazione nucleare, SIRT1 presenta anche due segnali 
di esportazione dal nucleo, la loro contemporanea presenza permette alla proteina di 
fare da shuttle fra nucleo e citoplasma e questo meccanismo di regolazione della SIRT1 
è particolarmente importante per la sua funzione. 
La SIRT2 ha di base localizzazione citosolica, anche se è presente nel nucleo nell’arco 
temporale che va dalla fase G2 alla M del ciclo cellulare [38]. 
Le sirtuine SIRT 3-5 presentano un segnale di localizzazione mitocondriale e si 
ritrovano a livello della matrice dei mitocondri [39]. 
La localizzazione della SIRT3 è stata a lungo dibattuta, studi iniziali ne davano una 
localizzazione esclusivamente mitocondriale, ma osservazioni successive hanno 
permesso d’ipotizzare la sua presenza anche a livello nucleare e citoplasmatico [40], 
[41]. 
Le ultime due sirtuine, la SIRT6 e SIRT7, sono infine localizzate al livello nucleare 
[42][43]. 
 
2.1 Attività catalitica delle sirtuine 
 
Le sirtuine catalizzano reazioni di deacetilazione NAD dipendenti, in cui il NAD viene 
consumato essendo rilasciata la nicotinamide. 
La nicotinamide a suo volta può essere nuovamente utilizzata per la biosintesi del NAD, 
tramite l’iniziale reazione catalizzata dalla nicotinamide fosforibosil transferasi 
(NAMPRT) che lo converte a nicotinamide mononucleotide (NMN) e poi a 
nicotinamide adenina dinucleotide (NAD) dalla nicotinamide mononucleotide adenilil 
transferasi (NMNAT). 
A differenza della reazione catalizzata da altre deacetilasi, quella catalizzata dalle 
sirtuine è strettamente collegata con lo stato metabolico della cellula essendo dipendente 
dalla concentrazione di NAD. 
Le sirtuine catalizzano la deacetilazione di residui di Lys della proteina target 
trasferendo il gruppo acetile sull’ADP ribosio del NAD generando il 2’ o  
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3’O-acetilADP ribosio e rilasciando il substrato deacetilato (Figura 6) [44]. 
La reazione è composta da due step e prevede la formazione di un intermedio covalente 
che permette di mantenere l’alta energia del legame nicotinamide-ribosio. 
La NAMPT dei mammiferi e la PNC1 del lievito (che catalizza la prima delle 4 reazioni 
di rigenerazione del NAD), permettono la rigenerazione del NAD e la loro espressione 
genica è upregolata da stress e limitazione di nutrienti. 
 
 
Figura 6: Reazione di deacetilazione catalizzata dalle sirtuine [36]. 
 
L’azione delle sirtuine è inibita dalla nicotinamide in maniera non competitiva, essa si 
lega infatti in una tasca altamente conservata (C-pocket) adiacente al sito di legame del 
NAD e reagisce con l’intermedio covalente permettendo la rigenerazione del NAD 
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stesso [45], [46], [47]. 
Oltre alla funzione di deacetilasi, le SIRT4 e SIRT6, esibiscono anche attività ADP-
ribosiltrasferasica [48], [49]. 
 
2.2 Sirtuine e restrizione calorica 
 
L'attività delle sirtuine è strettamente collegata al metabolismo del NAD+, le cui 
variazioni sono un indicatore dello stato metabolico cellulare, quindi non sorprende che 
l’ attività delle sirtuine cambi in risposta a stimoli ambientali che hanno un impatto 
sullo stato metabolico della cellula.  
La restrizione calorica (CR) è una riduzione del 20-40% dell’introito calorico, questa 
condizione ha dimostrato di prolungare la vita media e l’aspettativa di vita massima di 
numerosi organismi [50], inoltre è stato osservato che nell’uomo è in grado di ridurre il 
rischio di arteriosclerosi [51].  
Nei mammiferi la restrizione calorica produce effetti diversi a seconda del  
tessuto (Tabella 3). 
La restrizione calorica da un lato andrebbe a deprimere l’attività di pathway implicati 
nell’invecchiamento, quali quello mediato dall’insulina, dall’ormone della crescita e 
dallo stress ossidativo, e dall’altro, andrebbe a stimolare i pathway legati alla resistenza 
agli stress, inclusi i meccanismi di riparazione del DNA, di autofagia e di sopravvivenza 
cellulare [52]. 
La restrizione calorica nel lievito aumenta il rapporto NAD+/NADH favorendo così 
l’attività della Sir2 [53]. 
In condizioni di restrizione calorica è stato osservato un aumento della SIRT1 in diversi 
tessuti di topo (cervello, fegato, rene, e tessuto adiposo bianco) [54]. 
La condizione di restrizione calorica induce anche l'espressione della SIRT3, in 
particolar modo a livello del tessuto adiposo bruno [55]. 
Chen e collaboratori, hanno osservato che nei topi, in condizioni di restrizione calorica i 
livelli di NAD+, e quindi il rapporto NAD+/NADH, variano notevolmente a seconda del 
tessuto [56], suggerendo che le sirtuine abbiano risposte tessuto-specifiche alla CR. 
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Tabella 3: Effetti della restrizione calorica nei vari tessuti di mammifero [50]. 
 
2.3 SIRT 1 
  
La SIRT1 è una proteina che si può ritrovare sia nel nucleo che nel citoplasma e regola 
il metabolismo di diversi tessuti (Figura 7). 
Fra questi ritroviamo il tessuto adiposo bianco (WAT), che ha funzione sia 
d’immagazzinamento dei grassi, che quella di organo endocrino in quanto secerne 
ormoni quali la leptina, l’adiponectina e agenti infiammatori come il fattore di necrosi 
tumorale α (TNFα) e la resistina. 
A livello del tessuto adiposo bianco la SIRT1 reprime il fattore trascrizione PPAR γ 
(peroxisome proliferator-activated receptor γ) sopprimendo l’espressione dei suoi geni 
target [57]. 
La sovraespressione della SIRT1 in adipociti innesca lipolisi e porta a una diminuzione 
della lipogenesi. 
La SIRT1 contribuisce inoltre alla produzione di adiponectina nel tessuto adiposo 
bianco stimolando l’interazione fra FOXO1 e C/EBPα [58]. 
L’adiponectina aumenta la sensibilità all’insulina e stimola l’ossidazione degli acidi 
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grassi, portando a una nuova omeostasi energetica. 
 
 
Figura 7: La SIRT1 regola il metabolismo di molteplici tessuti [36].  
 
Nel muscolo scheletrico la SIRT1 deacetila PGC-1α e promuove la trascrizione di geni 
implicati nell’ossidazione degli acidi grassi mitocondriale in condizioni di bassi livelli 
di nutrienti.  
Altri effetti mediati dalla SIRT1 a livello del tessuto muscolare scheletrico sono la 
trascrizione dei geni implicati nella fosforilazione ossidativa, la biogenesi mitocondriale 
e l’aumento di sensibilità all’insulina [59], [60]. 
A livello del pancreas la SIRT1 promuove la secrezione d’insulina sopprimendo 
l’espressione di UCP2 (uncoupling protein 2) [61] e la sopravvivenza della cellule β 
pancreatiche interagendo con FOXO. 
Nel fegato SIRT1 promuove l’ossidazione degli acidi grassi e la gluconeogenesi in 
condizioni di carenza di nutrienti. 
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Questi effetti sono mediati PGC-1α che porta all’attivazione dei geni della 
gluconeogenesi e l’inibizione di quelli glicolitici [64], induce inoltre l’espressione di 
geni implicati nel catabolismo degli acidi grassi tramite PPAR α [62]. 
La SIRT1 deacetila e attiva LXR (Liver X Receptor) [63], recettori nucleari con 
funzione di sensori per il colesterolo che regolano l’omeostasi lipidica e del colesterolo. 
L’attivazione della SIRT1 inoltre promuove la sopravvivenza dei neuroni e protegge i 
cardiomiociti da morte. 
Numerose sono le molecole che si è scoperto abbiano un ruolo nell’attivazione o 
inibizione della SIRT1, fra le molecole attivatorie o STACs (SIRT1-activating 
compounds)  troviamo il resveratrolo, mentre fra le inibitorie la nicotinamide, mentre 
suoi analoghi sono spesso utilizzati come attivatori in quando occludono la  
C-pocket [65]. 
Il ruolo della SIRT1 nella tumorigenesi è controverso, non è chiaro se tala sirtuina abbia 
una funzione di oncogene o oncosoppressore [66]. 
L’espressione della SIRT1 è associata a un prognosi infausta  in diversi tumori umani, 
fra cui quello al seno [67], allo stomaco [68] e il linfoma diffuso a grandi cellule B [69]. 
Vi sono però osservazioni contrastanti in cui la SIRT1 assume invece un ruolo di 
oncosoppressore, ad esempio nei pazienti affetti da tumore ovarico l’espressione della 
sirtuina è indice di una prognosi favorevole [70]. 
Sembra dunque che l’effetto della SIRT1 possa variare in funzione del tipo cellulare e 
dello stadio di sviluppo tumorale.  
Nel 2012 Jang e collaboratori, hanno osservato che l’espressione della SIRT1 è 
correlata con l’espressione dell’oncogene c-Myc, in quanto la sovraespressione della 
SIRT1 in cellule tumorali epatiche induce un aumento nell’espressione di c-Myc [66]. 
Al contrario il knock-down della SIRT1 tramite utilizzo di shRNA determina una 
riduzione nell’espressione di c-Myc. 
La sovraespressione della SIRT1 inoltre aumenta il tasso proliferativo, mentre il knock 
down lo diminuisce fino a un livello pari a quello del controllo. 
Gli studi sono continuati in vivo stimolando lo sviluppo tumorale epatico in un modello 
murino, tramite trattamento con l’epatotossina DDC (3,5-diethoxycarbonyl-1,4-
dihydrocollidine) insieme alla contemporanea sovraespressione di c-Myc. 
Hanno osservato una sovraespressione della SIRT1 nelle cellule tumorali e il 
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trattamento in vivo con la nicotinammide attenua l’incidenza dello sviluppo tumorale 
rispetto ai controlli. 
La SIRT1 potrebbe cooperare con c-Myc nella tumorigenesi del fegato e la sua 
modulazione potrebbe essere un’efficiente strategia terapeutica nel trattamento del 
tumore epatico.  
 
2.4 SIRT 2 
 
La SIRT2 è una proteina citoplasmatica che può essere sintetizzata in due forme  (una di 
352 e l’altra di 381 amminoacidi) come risultato di uno splicing alternativo. 
La funzione citosolica della SIRT2 include la regolazione dell’acetilazione  
dell’α-tubulina dei microtubuli e  il controllo nella produzione di mielina da parte del 
sistema nervoso centrale e periferico [71], [72]. 
La SIRT2 sembra inoltre responsabile della deacetilazione dell’istone H4K16 prima 
dell’inizio della mitosi, fenomeno fondamentale per la progressione nel ciclo cellulare 
[73]. 
Nel 2011 Xie e collaboratori hanno dimostrato, tramite RT-PCR e Western-blot, che nel 
carcinoma epatocellulare si ha una sovraespressione della SIRT2 [74]. 
Inoltre i ricercatori hanno osservato che la trasfezione di cellule di tessuto tumorale con 
siRNA per la SIRT2, determinava una riduzione del tasso di crescita e della 
proliferazione cellulare. 
La regolazione aberrante della SIRT2 nel carcinoma epatico potrebbe contribuire al 
potenziale mitogenico delle cellule tumorali durante lo sviluppo e la progressione del 
tumore, e potrebbe essere un nuovo target molecolare per l’intervento terapeutico nel 
carcinoma epatocellulare. 
 
2.5 SIRT 3 
 
La SIRT3 si ritrova nella matrice mitocondriale [75] ed è nota legare e deacetilare 
diversi substrati nel mitocondrio (Figura 8): 
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 L’acetil-coA sintetasi [76], che produce acetil-coA a partire dall’acetato (che in 
genere proviene dal metabolismo, solo epatico, dell’etanolo), coA e ATP; 
 La glutammato deidrogenasi, che converte il glutammato a α-chetoglutarato, che 
può essere poi ossidato all’interno del ciclo di Krebs; 
 Il complesso I della catena respiratoria [78]; 
 La superossido dismutasi 2 (SOD2) [77]. 
Topi SIRT 4 -/- e SIRT5 -/-, dove queste rappresentano le altre due sirtuine 
mitocondriali, non mostrano un globale aumento dei livelli di acetilazione delle proteine 
mitocondriali a differenza di topi SIRT3 -/-, questo identifica la SIRT3 come la 
maggiore deacetilasi mitocondriale nei mammiferi [75]. 
 
Figura 8: Network delle sirtuine mitocondriali [36]. 
 
Il fatto che la SIRT3 sia in grado di attivare l’acetil-coA sintetasi e la glutammato 
deidrogenasi  suggerisce un suo ruolo nel convogliare, in condizioni di ridotta energia, 
atomi di carbonio da fonti alternative verso il ciclo di Krebs.  
A dimostrazione di questa ipotesi è stato osservato un aumento dell’espressione della 
SIRT3 nel tessuto adiposo bianco e bruno in condizioni di restrizione calorica e la sua 
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diminuzione in topi geneticamente obesi [55]. 
La SIRT3 ha un ruolo nel mantenimento dei livelli basali di ATP e come regolatore 
della catena di trasporto degli elettroni [78].  E’ stato infatti osservato che in topi 
mancanti della SIRT3 i livelli basali dell’ATP sono ridotti e inoltre, in assenza della 
sirtuina, diversi componenti del complesso I della catena di trasporto degli elettroni 
mostravano un aumento nell’acetilazione. 
Questi risultati identificano la SIRT3 come un importante regolatore dell’attività del 
complesso I e dimostrano la sua funzione nel mantenere i livelli basali di ATP. 
 
2.6 SIRT 4 
 
La SIRT4, così come  la SIRT3, ha localizzazione nella matrice mitocondriale [80], è 
espressa in maniera ubiquitaria ma i suoi livelli risultano più alti nel cuore, nei reni, nel 
fegato e nelle cellule β del pancreas [49]. 
La SIRT4 ha un’attività opposta rispetto alla SIRT3 a livello della glutammato 
deidrogenasi, infatti la inibisce tramite ADP-ribosilazione.  
Questa inibizione regola la secrezione d’insulina stimolata da amminoacidi a livello 
delle cellule β del pancreas. 
Sia il glucosio che gli amminoacidi incrementano il ciclo di Krebs che porta ad un 
aumento dei livelli di ATP, e quindi a un aumento del rapporto ATP/ADP. 
L’aumento del rapporto ATP/ADP porta alla chiusura dei canali per K+  
ATP-dipendenti, all’apertura dei canali voltaggio-dipendenti per il Ca 2+ ed alla 
stimolazione dell’esocitosi dell’insulina (Figura 9).  
Topi knock-out per la SIRT4 presentano bassi livelli di GDH ADP-ribosilata e di 
conseguenza un incremento della secrezione di insulina stimolata da amminoacidi [49]. 
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Figura 9: Collegamento fra l’inibizione della glutammato deidrogenasi da parte 
della SIRT4 e il rilascio d’insulina a livello delle cellule β pancreatiche [79]. 
 
La soppressione della SIRT4 con siRNA in cellule INS-1E (linea cellulare capace di 
produrre insulina) è associata ad un incremento della secrezione di insulina, mentre la 
sua sovraespressione provoca  invece una inibizione nella secrezione della stessa [80].  
La SIRT4 svolge un importante ruolo di controllo anche nella regolazione della  
β-ossidazione mitocondriale [81]. 
La soppressione mediante utilizzo shRNA, somministrato a colture cellulari primarie di 
epatociti di topo, è associata a un aumento dell’espressione dei geni che controllano 
l’ossidazione degli acidi grassi (MCAD, PDK4, CPT1, PPAR, PPAR). 
A livello dei miotubi la perdita della SIRT4 è a sua volta associata ad un incremento 
dell’ossidazione degli acidi grassi, suggerendo che questa proteina contribuisca alla 
regolazione del metabolismo ossidativo mitocondriale in diversi tipi cellulari.  
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2.7 SIRT 6 
 
La SIRT6 ha localizzazione nucleare dove svolge un ruolo nella riparazione del DNA, 
nel mantenimento dei telomeri, della stabilità genomica e nella regolazione della 
senescenza cellulare [48], [82]. 
In condizioni di stress ossidativo, la SIRT6 è richiamata a livello dei siti di rottura a 
doppio filamento sul DNA e ne stimola la riparazione sia tramite NEJ (nonhomologous 
end joining) che tramite ricombinazione omologa [83].  
Nel suo ruolo di riparazione del DNA interagisce fisicamente con PARP1 (polyADP-
ribose polymerase 1) e ne stimola l’attività. 
La SIRT6 ha anche un ruolo nell’attenuazione del pathway di segnalazione di NF-kB, 
tramite interazione con la subunità RelA di NF-kB e la deacetilazione dell’istone H3K9 
al livello dei promotori target [84]. 
In cellule carenti per la SIRT6 abbiamo infatti un aumento dell’espressione dei geni 
legati alla via di segnalazione di NFkB.  
La SIRT6 inoltre regola positivamente la traduzione del fattore di necrosi tumorale 
(TNF),  questa osservazione rafforza l’ipotesi che la SIRT6 possa giocare un ruolo 
importante nelle risposte infiammatorie acute e croniche [85]. 
La funzione d’istone H3K9 deacetilasi della SIRT6 controlla l’espressione di molti geni 
glicolitici, specificatamente questa sirtuina sembra funzionare come co-repressore del 
fattore di trascrizione HIF1α agendo come deacetilasi sui promotori dei geni target del 
fattore [86]. 
Cellule carenti in SIRT6 presentano maggiore attività del fattore HIF1α con aumento 
dell’assorbimento di glucosio, dell’attività della via glicolitica.  
Topi SIRT6 -/- presentano ipoglicemia grave, a causa di un aumento dell’uptake di 
glucosio sia basale che insulino-dipendente [87]. L’assenza della SIRT6 scatena un 
aumento nell’abbondanza dei trasportatori GLUT1 a livello della membrana, che 
potrebbero essere responsabili dell’aumento nell’uptake del glucosio.  
Vengono inoltre attivati molteplici membri del pathway di segnalazione dell’insulina, 
inclusi i recettori per l’insulina IRS1 e IRS2 in molti tessuti che normalmente non vi 
risponderebbero.  
Questo contribuisce all’aumento nell’uptake del glucosio sia basale che dipendente 
dalla stimolazione dell’insulina. 
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Topi knock-out tessuto specifici per la SIRT6 indicano che questa sirtuina regola 
l'omeostasi metabolica sia per via sistemica che locale. 
Per esempio in topi in cui è stato indotto un knock-out fegato-specifico, si ha un 
incremento della glicolisi, della sintesi dei trigliceridi, ed una minore ossidazione degli 
acidi grassi, con conseguente sviluppo di steatosi epatica [88]. 
In topi in cui è stato effettuato knock-out selettivo per il tessuto neurale invece è stato 
visto, dopo la nascita, un ritardo nella crescita a causa di bassi livelli dell’ormone della 
crescita (GH) e del fattore di crescita insulino-simile 1 (IGF1) [89].  
Questi topi non sviluppano ipoglicemia ma raggiungono gradualmente le dimensioni 
normali ed infine diventano obesi.  
La SIRT6 dunque regola la crescita del corpo dell’animale attraverso un controllo a 
livello centrale e regola il metabolismo lipidico e glucidico a livello sia sistemico che 
locale. 
Sebastián e collaboratori nel 2012 hanno riconosciuto alla SIRT6 il ruolo di 
oncosoppressore, in grado di regolare la glicolisi aerobica nelle cellule tumorali [90]. 
Hanno osservato che la perdita della SIRT6 porta a tumorigenesi senza necessità di 
attivare oncogeni. 
Era stato precedentemente osservato che la SIRT6 fosse in grado di proteggere 
dall’instabilità genomica [42] e fosse in grado di regolare la glicolisi aerobica [86], 
caratteristiche principali delle cellule tumorali. 
I ricercatori sono così andati a vedere cosa accadeva a cellule deficienti per la SIRT6 e 
ipotizzarono che questa mancanza potesse portare a tumorigenesi. 
Per studiare questo aspetto hanno ottenuto fibroblasti embrionali di topo (MEF) da 
embrioni wild type e knock-out per la SIRT6 e li hanno immortalizzati. 
Hanno osservato nei MEF knock-out per la SIRT6 un aumento nella proliferazione e la 
formazione di ampie colonie quando piastrati a bassa densità, in confronto ai controlli, 
indicando che una deficienza della SIRT6 conferisce dei vantaggi proliferativi. 
Successivamente i ricercatori hanno iniettato nei fianchi di topi SCID,  MEF 
immortalizzate knock-out per la SIRT6 e MEF con la SIRT6 wild type per valutare la 
capacità di queste cellule di formare tumori in vivo.  
Nel primo caso è stata osservata la formazione del tumore indicando che la deficienza 
della SIRT6 è sufficiente a sviluppare il tumore (Figura 10). 
Questo risultato suggerisce che la SIRT6 agisca come soppressore tumorale e che la sua 
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assenza nel topo possa portare a tumorigenesi. 
 
Figura 10: Confronto fra l’iniezione di MEF immortalizzate KO per la SIRT6 e wt 
in due esperimenti indipendenti [90]. 
 
La deficienza della SIRT6 porta a una robusta riprogrammazione metabolica sufficiente 
a promuovere la tumorigenesi bypassando l’attivazione della via di segnalazione 
oncogenica. 
Non sorprende dunque che il locus della SIRT6 sia risultato mutato in diverse forme 
tumorali, fra cui leucemie mieloidi acute [91], e in molti casi di tumore colon-rettale e al 
pancreas [90]. 
Nel 2011, Van Meter e collaboratori hanno sovraespresso la SIRT6 in varie linee 
cellulari umane di cui 6 di origine tumorale e 6 di origine non tumorale [92]. 
I ricercatori hanno osservato che la sovraespressione della SIRT6 non è tossica nelle 
linee non tumorali, mentre nelle linee tumorali provoca una massiccia morte cellulare in 
ciascuna linea testata, con valori compresi tra il 65% ed il 90% delle cellule.  
Questo studio ha indicato che la sovraespressione della SIRT6 risulta selettivamente 
citotossica per linee cellulari di origine tumorale ma non per quelle di origine non 
tumorale. 
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3. Scopo della tesi 
 
o scopo di questo progetto di tesi è stato inizialmente quello di valutare gli effetti 
della T1AM  e della T3 nei riguardi della vitalità cellulare degli epatociti 
utilizzando come modello sperimentale colture cellulari di epatocarcinoma umano 
(HepG2) ed epatociti primari di ratto. 
E’ stato poi indagato l’effetto della T1AM  nella variazione dell’espressione proteica 
delle sirtuine (SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4 e SIRT6) e della glucochinasi (GCK)  
sulle stesse linee cellulari. 
Gli esperimenti sono stati ripetuti con T3, così da avere un quadro completo degli effetti 
di queste due molecole su pathway che vedono comprese le sirtuine e la GCK nel 
fegato. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L 
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4. Materiali e Metodi 
4.1 Preparazione e conservazione della T3 e della T1AM 
 
 T1AM è stata disciolta in DMSO ottenendo una soluzione stock 20mM, mentre la 
T3 è stata disciolta in NaOH 0,1M ottenendo una soluzione stock 12mM, da 
queste sono state preparate tutte le soluzioni utilizzate.  
 
4.2 Colture cellulari 
4.2.1 Cellule e terreni utilizzati 
In questo progetto di tesi è stata utilizzata una linea cellulare immortalizzata di origine 
tumorale, le HepG2, derivanti da carcinoma epatocellulare umano, e una linea di 
epatociti primari di ratto ottenuti tramite perfusione con collagenasi. 
Per le HepG2 è stato utilizzato un mezzo DMEM low-glucose (1g/L), mentre per gli 
epatociti primari un mezzo DMEM F12, entrambi contenenti il 10% di FBS, penicillina 
100U/ml, streptomicina 100g/ml e sodio piruvato 1mM. 
Le cellule sono state coltivate all’interno di un incubatore con il 5% di CO2 e ad una 
temperatura costante di 37°C. 
 
4.2.2 Congelamento 
 
Le cellule sono state staccate dalla fiasca di coltura a cui sono adese, sono state quindi 
contate, opportunamente diluite e trasferite in aliquote da 500µl in apposite cryovials 
(con un massimo di 1 milione di cellule a cryovial). 
A questo punto sono stati aggiunti 500µL di criomezzo per il congelamento e le aliquote 
sono state trasferite in isopropanolo a -80° e successivamente in azoto liquido. 
 
4.2.3 Scongelamento 
 
Le cellule sono state prelevate dall’azoto liquido e immediatamente scongelate con la 
seguente procedura. 
L
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Dopo aver  immerso la cryovial  per circa 1 minuto in un bagnetto termostatato a 37°C, 
il contenuto è stato trasferito in una falcon da 15ml contenente circa 8ml di terreno di 
coltura preriscaldato a 37°C e sottoposto a una centrifugazione a 1000 rpm per 5 minuti. 
Il sovranatante è stato aspirato, il pellet risospeso in 10ml di terreno di coltura 
preriscaldato e infine trasferito in una fiasca da 75cm2 per colture cellulari. 
 
4.2.4 Isolamento degli epatociti primari 
 
Tutti i tessuti sono stati ottenuti in accordo con la direttiva europea (2010/63/UE) e la 
legge italiana (D.L 26/2014). 
I ratti utilizzati per questi esperimenti sono esemplari maschi di tipo Wistar di peso 
compreso tra i 325 e i 380 g, alimentati con una dieta standard. Gli animali sono stati 
anestetizzati con una miscela di etere etilico e aria, e il fegato è stato perfuso in situ con 
PBS Ca e Mg free, a 40 ml/min, così da avere un iniziale lavaggio dell’organo. 
Dopo aver fatto passare circa 500 ml di PBS, la velocità è stata ridotta a 20 ml/min e il 
PBS sostituito con un tampone HEPES (KCl 0.5g; NaCl 8.3 g; HEPESNa 2.6g,  
pH 7.2-7.4) a cui sono stati aggiunti  5mM di CaCl2 e 50 mg/100 ml di collagenasi. 
Dopo circa 10 minuti di perfusione con la collagenasi,  le cellule epatiche sono state 
prelevate dall’organo rigonfio mediante asportazione con pipetta sterile e poste in 
piastre (da 6, 24 e 96 pozzetti) per colture cellulari con mezzo DMEM F12.  
Le piastre sono state poste nell’incubatore e dopo 4h le cellule sono state sottoposte a 
trattamento. 
 
4.2.5 Saggio di proliferazione cellulare mediante MTT 
 
Il saggio di proliferazione cellulare mediante MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio bromide) è un metodo per la determinazione del tasso di crescita 
cellulare. 
Il test si basa sulla riduzione intracellulare dei sali di tetrazolio, da parte dell'enzima 
mitocondriale succinato deidrogenasi (SDH), in cristalli di formazano. La reazione può 
avvenire solo nelle cellule metabolicamente attive e il valore della densità ottica (O.D.) 
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a 570nm, ottenuta mediante lettura spettofotometrica, può essere correlata al 
quantitativo di cellule vitali presenti. 
Le cellule sono state seminate in piastre da 96 pozzetti  con una densità compresa fra 
5000-10000 cellule per pozzetto e sono state opportunamente trattate con T1AM o T3 
per 24h in un range di concentrazione da 100nM a 20 M. Nel controllo è stato 
aggiunto solo il veicolo, DMSO per T1AM e NaOH 0.1M per T3. 
Per la rilevazione della vitalità cellulare, una soluzione di MTT (Sigma-Aldrich®) 
5mg/ml in DPBS è stata dispensata 10 µl per pozzetto e lasciata incubare 4 ore a 37°C 
al buio. 
Il formazano è stato poi solubilizzato grazie alla somministrazione di 100 µl a pozzetto 
di una soluzione di SDS 100mg/ml in HCl 0.01M  e le piastre sono state incubate a 
37°C per 18 ore. 
La vitalità cellulare è stata poi determinata mediante misurazione dell’O.D. a 570 nm 
utilizzando il lettore ELISA Microplate Reader Model 680 (Bio-Rad®).  
 
4.3 Estrazione delle proteine totali dalle cellule trattate  
 
Le cellule seminate in piastre da 6 pozzetti, con una densità di circa 300000 cellule per 
pozzetto, sono state trattate con T1AM o T3 a varie concentrazioni (1-20M) per 24 ore.  
Alla fine del trattamento le piastre sono state  lavate con PBS e rapidamente congelate a 
-80°C.  
Il lisato cellulare è stato preparato aggiungendo 50µl di lysis buffer (composizione in 
Tabella 4) e lasciandolo incubare in ghiaccio per 5 minuti.  
Il lisato è stato raccolto  meccanicamente utilizzando uno scraper, recuperato e 
successivamente sonicato per 30 secondi. 
Infine l’estratto è stato  centrifugato per 10 minuti a 14000 rpm in centrifuga refrigerata 
ed il sovranatante recuperato e congelato a -80°C. 
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 Tabella 4: Composizione del tampone di lisi. 
 
4.3.1 Quantificazione proteine totali 
  
Per la quantificazione delle proteine totali è stato utilizzato il metodo di Bradford®, una 
tecnica colorimetrica basato sull’utilizzo del Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBBG) 
(Bio-Rad®), capace di legarsi alle proteine a livello dei residui di triptofano,  arginina,  
istidina, tirosina e fenilalanina.  
Questo legame è possibile solo per amminoacidi in forma anionica, con un’ assorbanza 
massima registrabile a 595 nm.  
Per la quantificazione delle proteine totali è necessaria la costruzione di una retta di 
taratura concentrazione/assorbanza, creata utilizzando una proteina purificata a 
concentrazione nota. 
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In questo caso è stata usata l’albumina di siero bovino (BSA)  a concentrazione di 
0.83mg/ml e una volta ottenuta la retta i valori di concentrazione per singolo campione 
incognito sono stati ottenuti per interpolazione. 
Il protocollo prevede, dopo aver agitato i campioni ed aver atteso che il reagente si leghi 
alle proteine estratte, la misurazione dell’assorbanza a 595nm, misurata nel nostro caso 
con uno spettrofotometro Jask 550-V. 
 
4.4 Western-blot 
4.4.1 Elettroforesi e blotting 
 
Per l’elettroforesi sono stati utilizzati gel precast Bio-Rad® di tipo TGX™, che 
contengono un peptide di 50Da che, previa attivazione con UV, permette di rivelare le 
proteine totali sia post elettroforesi (sul gel) che post blottaggio (sulla membrana). 
Questo consente sia di valutare l’efficienza del blottaggio, sia di normalizzare i risultati 
in rapporto al totale delle proteine blottate, evitando l’utilizzo di una proteina 
housekeeping. 
I campioni sono stati inizialmente diluiti in modo da ottenere la stessa concentrazione 
proteica per tutti, e a questi è stato aggiunto in egual volume il loading buffer (Sigma®, 
Sample Buffer Laemli ™ 2X). 
I campioni sono quindi sono posti in un Termomixer (Eppendorf ®) e lasciati a 
denaturare a 70°C per 10 minuti.  
Dopo questo passaggio di denaturazione, gli estratti proteici sono stati caricati sul gel 
precast e fatti correre utilizzando una vasca di elettroforesi dedicata ed un alimentatore 
(Bio-Rad® PowerPac™) a 200V per 50 minuti.  
Al termine della corsa, il gel è stato estratto e posto all’interno del transilluminatore 
(Bio-Rad® ChemiDoc™ XRS+) per l’attivazione agli UV.  
Nel frattempo è stata attivata la membrana in PVDF (Millipore® Immobilon-P™) per il 
blottaggio, consistente in un primo passaggio di 15 secondi in metanolo, un secondo 
passaggio in H2O demineralizzata ed un terzo di 10 minuti in transfer buffer.  
A questo punto il gel è stato blottato, nella camera di blottaggio dedicata, a 100V per 30 
minuti. 
Terminato il blottaggio, la membrana è stata posta posta ad asciugare all’aria ed il gel 
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esposto agli UV, per verificare se il blottaggio è avvenuto in modo corretto ed 
efficiente. 
Una volta asciugata, la membrana è stata conservata a -20°C. 
 
4.4.2 Immunorivelazione 
 
Gli anticorpi, primario e secondario, sono stati diluiti in una soluzione di low fat milk al 
5% e T-TBS allo 0.04% . 
Una volta riportata la membrana a temperatura ambiente e asciugata, questa è stata 
immersa nella soluzione contente l’anticorpo primario e lasciata incubare in agitazione 
per un’ora.  
Passato questo tempo, la membrana ha subito 3 lavaggi in TBS da 10 minuti ciascuno, 
dopo di che è stata immersa nella soluzione contenente l’anticorpo secondario e 
incubata per 30 minuti mantenendola in agitazione. 
Dopo di che sono stati ripetuti i 3 lavaggi con TBS da 10 minuti ciascuno e per 
concludere, la membrana è stata incubata con una soluzione di sviluppo (ECL 
Millipore® Immobilon Western™) per 5 minuti. 
Successivamente la lastra è stata sottoposta  all’esposizione ed alla rivelazione in 
chemioluminescenza (utilizzando il Bio-Rad® ChemiDoc™ XRS+).  
L’immagine acquisita è stata poi analizzata con un software di analisi di immagine 
dedicato (Bio-Rad® Image Lab™). 
 
4.5 Analisi statistica 
 
I risultati sono espressi come la media ±SEM di almeno 2-3 esperimenti indipendenti. 
Le differenze fra i gruppi sono state analizzate tramite ANOVA e la soglia di 
significatività statistica è fissata a P<0.05.  
Per il processamento dei dati e l’analisi statistica è stato usato GraphPad Prism versione 
6.0 per Windows (GraphPad Software, San Diego, CA). 
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5. Risultati 
5.1 Variazione nella vitalità cellulare  
 
ramite il test MTT è stata valutata la variazione nella vitalità in cellule della linea 
HepG2 e epatociti primari trattati con T1AM o T3 (Figura 11). 
Nelle cellule trattate con T1AM si nota una diminuzione della vitalità cellulare che 
sembra però maggiormente marcata nella linea HepG2, rispetto a quanto non avviene 
negli epatociti primari. 
La vitalità cellulare diminuisce del 23% , nelle HepG2 trattate con T1AM, già alla 
concentrazione di 100 nM, a differenza di quanto invece avviene per gli epatociti 
primari, dove la riduzione significativa della vitalità cellulare si ottiene a 500nM. 
Il trattamento delle HepG2 e degli epatociti primari con T3 non sembra invece avere lo 
stesso effetto indotto dalla T1AM e, anche se nella linea tumorale si osserva una 
tendenza alla diminuzione della vitalità cellulare, questa non risulta significativa. 
 
 
T
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Figura 11: Variazione nella vitalità cellulare in cellule HepG2 e epatociti primari 
trattati con T1AM (A e B) e in cellule delle stesse linee trattare con T3 (C e D).  
Dove: * indica p≤0,05, ** p≤0,01, *** p≤0,001 e **** p≤ 0,0001 (n=6-8 per gruppo). 
 
5.2 Variazione nell’espressione delle sirtuine nelle HepG2  
trattate con T1AM 
 
Tramite Western-blot è stata valutata l’espressione proteica delle sirtuine in cellule della 
linea HepG2 trattate con T1AM (Figura 12). 
A seguito del trattamento non si osservano differenze nell’espressione della SIRT2 e 
della SIRT6, mentre si osserva una diminuzione del 52% dell’espressione della SIRT 1 
(a concentrazioni di T1AM 20µM) e fino al 46% dell’espressione della SIRT 4 (a 
concentrazioni di T1AM 20 µM). 
Infine si nota un trend nell’aumento della SIRT3 (p= 0,0585) che non risulta però 
significativo.  
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Figura 12: Variazione nell’espressione proteica delle sirtuine in cellule HepG2 
trattate con T1AM. Blot rappresentativi e  analisi densitometriche delle sirtuine di 
lisati cellulari (n=4 per gruppo). Dove: * indica p≤0,05, ** p≤0,01 e *** p≤0,001.  
 
 
50 
 
 
5.3 Variazione nell’espressione delle sirtuine nelle HepG2 
trattate con T3 
 
Tramite Western-blot su cellule della linea HepG2 è stata valutata la variazione 
nell’espressione proteica delle sirtuine a seguito del trattamento con T3 (Figura 13). 
Mentre l’espressione della SIRT3, SIRT4 e SIRT6 non varia significativamente a 
seguito del trattamento, la SIRT1 diminuisce del 69% (a concentrazioni di T1AM 
20µM) e per la SIRT2 (tutte le concentrazioni testate) si osserva fino al 65% della 
diminuzione dell’espressione proteica. 
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Figura 13: Variazione nell’espressione proteica delle sirtuine in cellule HepG2 
trattate con T3. Blot rappresentativi e  analisi densitometriche delle sirtuine di 
lisati cellulari (n=4 per gruppo). Dove: * indica p≤0,05 e ** p≤0,01. 
 
5.4 Variazione nell’espressione della glucochinasi nelle HepG2 
e negli epatociti primari 
 
E’ stata inoltre valutata la variazione nell’espressione proteica tramite Western-blot 
della glucochinasi in cellule HepG2 e epatociti primari trattati con T1AM e T3 (Figura 
14). 
In nessuna delle due linee trattate con T3 o T1AM si osserva una significativa variazione 
nell’espressione proteica della GCK. 
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Figura 14: Variazione nell’espressione proteica della GCK in cellule HepG2 
trattate con T1AM (A) o T3 (B) e in epatociti primari trattati con T1AM (C). 
Analisi densitometriche della GCK di lisati cellulari (n=4 per gruppo). 
 
5.5 Variazione nell’espressione delle sirtuine negli epatociti 
primari trattati con T1AM 
 
E’ stata poi indagata l’espressione proteica delle sirtuine in epatociti primari trattati con 
T1AM, tramite Western-blot (Figura 15). 
Mentre l’espressione di tutte le sirtuine in esame non mostrava variazioni a seguito del 
trattamento, la SIRT4 ha invece mostrato una diminuzione del 15% nell’espressione a 
concentrazioni 20µM di T1AM. 
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Figura 15: Variazione nell’espressione delle sirtuine a seguito del trattamento con 
T1AM in epatociti primari. Blot rappresentativi e  analisi densitometriche delle 
sirtuine di lisati cellulari (n=4 per gruppo). Dove: * indica p≤0,05. 
 
5.6 Variazione nell’espressione delle sirtuine in epatociti 
primari trattati con T3 
 
E’ stata indagata tramite Western-blot, anche la variazione nell’espressione delle 
sirtuine in epatociti primari trattati con T3 (Figura 16). 
A seguito del trattamento non si osservano modifiche nell’espressione proteica in 
nessuna delle sirtuine indagate, fatta eccezione per la SIRT2  che mostra una riduzione 
del 62% a concentrazioni 10µM di T3. 
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Figura 16: Western-blot per le sirtuine in epatociti primari trattati con T3.  
Blot rappresentativi e  analisi densitometriche delle sirtuine di lisati cellulari (n=4 
per gruppo). Dove: * indica p≤0,05. 
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6. Discussione 
 
el 2013 Chiellini e collaboratori hanno dimostrato come la somministrazione di 
T1AM in topi spontaneamente obesi porti a una variazione a livello del tessuto 
epatico delle sirtuine e della glucochinasi, più specificatamente a una 
diminuzione  nell’espressione della SIRT4 e a un aumento nell’espressione della SIRT6 
e della GCK [93]. 
Lo scopo della tesi è stato dunque quello d’indagare la variazione nell’espressione 
proteica delle sirtuine e di GCK a livello di cellule della linea HepG2 (carcinoma 
epatocellulare) ed epatociti primari, come modelli di tessuto epatico, trattate con T1AM. 
Gli stessi esperimenti sono stati poi ripetuti utilizzando una molecola strutturalmente 
simile alla T1AM, l’ormone tiroideo T3. 
Le indagini sperimentali di questo studio sono iniziate  effettuando test di vitalità 
cellulare su cellule delle due linee trattate rispettivamente con T1AM o T3, così da avere 
un dato preliminare sugli effetti di queste due molecole sulla cellula in toto. 
Nelle cellule trattate con T1AM è stata notata una diminuzione della vitalità cellulare, 
che risulta però preferenziale nelle cellule tumorali piuttosto che negli epatociti primari, 
dove la prima linea mostra una significativa diminuzione di vitalità già alla 
concentrazione di 100nM della T1AM. 
Da notare che il test MTT valuta la variazione della vitalità cellulare ma non è possibile, 
senza effettuare ulteriori indagini, definire con sicurezza a quale effetto biologico questo 
corrisponda.  
Di conseguenza questo interessante effetto preferenziale sulle cellule tumorali piuttosto 
che sugli epatociti primari trattati con T1AM, richiederà ulteriori indagini. 
Il trattamento delle HepG2 e degli epatociti primari con T3 non sembra invece avere lo 
stesso effetto indotto dalla T1AM e la vitalità cellulare rimane pressoché invariata. 
A questo punto gli esperimenti sono proseguiti con studi di variazione dell’espressione 
proteica delle sirtuine, i risultati significativi di tali studi sono riassunti in Tabella 5. 
 
N
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Tabella 5: Risultati significativi di variazione dell’espressione proteica delle 
sirtuine in cellule della linea HepG2 e di epatociti primari di ratto trattati con 
T1AM o T3. 
 
Come precedentemente osservato da Chiellini e collaboratori, l’espressione della SIRT4 
ha subito un drastico calo a seguito della somministrazione della T1AM sia in epatociti 
primari che in cellule della linea HepG2, confermando i risultati osservati dai 
ricercatori. 
La SIRT4 ha funzione di regolatore negativo nel metabolismo ossidativo degli acidi 
grassi e vari studi sperimentali attribuiscono alla T1AM la capacità di indurre uno shift 
metabolico verso il consumo dei lipidi rispetto a quello dei carboidrati [23]. Si può 
quindi ipotizzare che la T1AM assuma un ruolo di regolatore positivo del metabolismo 
ossidativo lipidico e che il meccanismo d’azione attivato coinvolga una downregulation 
della proteina SIRT4. 
Per quanto riguarda invece la variazione nell’espressione proteica indotta da T1AM nei 
confronti della SIRT6 e della GCK non è stato osservato l’aumento riscontrato invece 
da Chiellini e collaboratori in nessuna delle due linee oggetto d’esame. 
Lo studio è così continuato su quelle sirtuine che non erano ancora state indagate, ed è 
stata osservata una significativa diminuzione nell’espressione proteica della SIRT1 in 
cellule della linea HepG2, ma non in epatociti primari, trattati con la T1AM. 
Considerato che a livello epatico la SIRT1 coopera con l’oncogene c-Myc nella 
tumorigenesi epatica [66], la sua regolazione negativa potrebbe far ipotizzare un’azione 
negativa della T1AM nei confronti della tumorigenesi. 
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I risultati ottenuti indicano che la T1AM induce una riduzione della SIRT4 a partire da 
concentrazioni minori nelle HepG2 rispetto agli epatociti primari indicando una 
maggior sensibilità della linea tumorale al trattamento; inoltre T1AM, nella sola linea 
delle HepG2, inibisce l’espressione della SIRT1. 
Si potrebbe quindi ipotizzare una diversa sensibilità nei confronti della variazione di 
espressione delle sirtuine della linea tumorale rispetto alla linea primaria a seguito del 
trattamento con T1AM. 
Vista l’importanza della T1AM nella regolazione dell’espressione proteica delle 
sirtuine, ci si è chiesti se questa fosse una funzione condivisa anche dall’ormone 
tiroideo T3, strutturalmente simile alla T1AM, ed è stata dunque valutata in cellule delle 
stesse linee trattate con questa. 
Anche in questo caso si osserva una diminuzione nell’espressione proteica della SIRT1 
in cellule della linea HepG2, ma non in epatociti primari, trattati con T3 : l’effetto è 
quindi condiviso da entrambi i composti oggetto della studio.  
A differenza di quanto osservato tramite trattamento con T1AM, la SIRT2 mostra una 
riduzione significativa nell’espressione a seguito del trattamento con T3 in cellule di 
entrambe le linee. 
La SIRT2 è un noto regolatore del ciclo cellulare, la cui espressione risulta inoltre 
spesso alterata nel carcinoma epatocellulare e la sua soppressione mostra una riduzione 
nella proliferazione e crescita delle cellule tumorali epatiche [74]. 
La T3, portando alla sottoespressione della SIRT2, assume un ruolo di regolatore 
negativo della tumorigenesi.  
Negli epatociti primari la T3 induce la diminuzione dell’espressione solo della SIRT2, 
mentre la SIRT1 rimane invariata. 
Da notare che la SIRT1 e la SIRT2 sono note essere sovraespresse nel carcinoma 
epatocellulare [66], [74] e una delle due linee cellulari utilizzate, le HepG2, proviene 
proprio da questo tipo tumorale. 
Non sorprende dunque che tali sirtuine siano più facilmente variate a seguito dei 
trattamenti, in quanto già alterate nella linea tumorale, rispetto ad altri target presenti 
invece a livello basale. 
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In conclusione dal confronto fra epatociti primari e cellule tumorali trattate entrambe 
con T1AM, è emerso un suo possibile ruolo nella riduzione della vitalità cellulare, 
preferenziale per le cellule tumorali, che richiede però ulteriori indagini per una più 
approfondita comprensione del meccanismo molecolare. 
E’ stato osservato che T3 e T1AM influenzano in modo diverso l’espressione delle 
sirtuine negli epatociti.  
Dai dati raccolti è stato confermato il ruolo, già noto in letteratura, della T1AM nello 
shift dai carboidrati agli acidi grassi come sorgente metabolica preferenziale. 
La riduzione nell’espressione della SIRT1, condivisa sia da T1AM che da T3 ed 
esclusiva per cellule della linea tumorale, e la riduzione nell’espressione della SIRT2 a 
seguito del trattamento con T3 in cellule di entrambe le linee, pone entrambe le molecole 
quali possibili regolatori negativi della tumorigenesi, considerato che sia la SIRT1 che 
la SIRT2 risultano sovraespresse in diverse forme tumorali. 
Ulteriori indagini saranno necessarie per verificare tale effetto e la possibilità che esso 
sia mediato da altri target molecolari, al momento ignoti. 
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